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摘要!通过对质谱数据处理和分析%建立肝细胞癌"I??$病人与健康人的分类模型%可以用来判别样本是否

来源于肝癌病人&运用表面加强激光解析电离$飞行时间质谱"B,‘HG$TMb$AB$获取肝癌病人和健康人血

清蛋白指纹图谱数据%并运用偏最小二乘"̂‘B$变量筛选法建立分类模型%最终得到分类模型的交叉检验相

关系数达"9)*以上%判别准确率大大提高&同时对模型进行分析%找出对肝癌病人和健康人的差异有重要

影响的因素或变量&这些变量为&"个质荷比区间内特定蛋白的峰强度值%反映这些质荷比区间内蛋白量的

增加或减少与肝癌的形成有密切关系%可作为重要的生物标志物进一步加以研究&并且采用所得模型的拟

合值等一些信息做分类图%能较好地表达回归模型的分类效果&
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!!肝细胞癌%I??&以其极高的恶性程度被称
为’癌中之王()据国际抗癌研究中心%GNa?&报
道"全世界每年新增肝癌患者*"余万人"中国的
肝癌发病%死亡&数就占了全球所有肝癌病例的
一半以上)肝癌具有高死亡率*高复发率*高转
移率等特点"严重危害人民健康"早期诊断和早
期治疗是控制肝癌发生的重要手段)近年来"表
面加强激光解析电离$飞行时间质谱%B,‘HG$
TMb$AB&是一项新兴的临床蛋白质组学实用技
术"具有简便*可直接分析原始生物样本%如血
清*尿液*胸腹水等&*样本量小等特点"适合多样
品平行检测和直接进行蛋白质全景式的搜索和

分析"特别是对小分子质量蛋白和低丰度蛋白具
有较高的捕获效果"已被广泛用于疾病*肿瘤标
志物等研究+%$’,)本研究采用B,‘HG$TMb$AB
技术"对肝癌病人和健康人血清蛋白质指纹图谱
进行分析比较"旨在建立区分两类人血清的分类
模型)
由于蛋白质指纹图谱具有复杂*数据量大等

特点"采用一般的数据处理方法难以得到满意的
预测结果"本研究采用一种适合处理变量数很大
的建模方法"偏最小二乘%̂‘B&变量筛选法来建
立分类模型"并提取成分复杂的图谱信息)该方
法可避免谱图数据共线问题"有效地提取谱图信
息++,"并具有预测能力强和模型相对简单等优
点+*,)由于偏最小二乘法%̂‘B&具有较强的提
供信息能力"成为化学计量学中倍受推崇的多变
量校正法"在分析化学中得到了广泛的应用+($#,"
而 ‘̂B变量筛选法是在 ‘̂B方法技术上发展
的一种变量筛选法+)$%",)本研究采用B,‘HG$
TMb$AB技术结合 ‘̂B变量筛选法"建立肝癌
分类模型并获取肝癌病分类信息)

A!方法原理
ABA!分类模型
本研究采用的分类模型为一般多元线性

模型"

*jF,K) 式%%&
其中F中包含质谱数据"由每个样本所有

蛋白峰强度值组成$*中包含分类信息数据"分
别代表肝癌来源和健康人来源)本研究采用偏
最小二乘%̂‘B&变量筛选法确定该模型"所得模
型用来判别预测肝癌病人血清或正常人血清)

‘̂B变量筛选法是在 ‘̂B回归法基础上作变量
筛选的)

ABC!!7=回归

!! ‘̂B法是一种研究两个数据块或矩阵F 和

L 相关关系的方法)在该方法中对数据矩阵F
实施序列的正交变换"

/’jF.’%’j%"!"-"#& 式%!&
其中#为隐变量的个数)在变换过程中"使

得到的矢量/’与对数据矩阵L 变换得到的矢量

4’jLM’的协方差为最大值)具体 ‘̂B正交变
换算法见文献+(,)
式%!&可写为矩阵的形式#

! jF@ 式%&&
式%!&中#也是式%&&矩阵!和@ 的列数"#

一般由 â,BB%预报残差平方和&值为最低确
定) â,BB定义如下#

â,BBj#%*’cN*’"c’&! 式%’&
其中N*’"c’为第’个样本不参加建模时得到

的模型对该样本的预报值) â,BB值可以用来
检验所建立数学模型的有效性"̂a,BB值越小"
表示模型的预报能力越强)

‘̂B回归模型为#

*j!9K) 式%+&
将式%&&代入式%+&"可得#

*jF@9K)jF,K) 式%*&
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因此!̂‘B回归法的模型系数由式"(#计算
求得$

,j@9 式"(#
其中隐变量的个数或矩阵!中变量的个数

#小于矩阵F 中变量的个数%%

ABD!!7=变量筛选方法
在 ‘̂B变量筛选法&)!%%’中!首先用 ‘̂B法

对含有全部变量的数据处理!建立一个预报稳定
性较高的模型%在此基础上利用其中回归系数
等有关信息来进行变量筛选!主要采用以下判据
来删除影响不大的变量%

$E’j,’!(%’!@ "!!!#c%@!%’ 式"##

$E’表示当删除第’个变量时!̂‘B回归模型的
拟合误差增加值)!为 ‘̂B法得到的正交矩阵!
矩阵"!!!#c%为对角矩阵!较容易计算)@ 是

‘̂B正交分解得到的矩阵!而矢量%’ 为第’个
分量为%!其余分量为"的一种特殊矢量),’ 为
第’个变量对应的回归系数%在 ‘̂B变量筛选
法中!主要是删除那些$E’值很小对应的变量%

ABO!!7=变量筛选方法具体操作过程
用 ‘̂B法对全部变量数据进行处理并建立

分类模型!从所有自变量中选出最优的变量子
集!再用 ‘̂B法对挑选出的变量建立线性模型!
得到简单实用的预报分类模型%
为便于模型之间的比较!采用模型交叉检验

"1>=@@Y.0/7.D/=8#相关系数?a值来衡量模型的
预报准确率!?a值定义如下$

?aj %c â,BB("% * 式")#

!!其中"*j#’"*c&*’#! 为变量*的总方差)

?a值越接近于%!说明模型越可靠%
具体变量筛选过程为$"%#首先用偏最小二

乘法 ‘̂B对含有全部变量数据处理!建立回归
模型!即求得每个变量的回归系数!$E’ 值"对
于每一个变量!可根据式"##计算得到一个该变
量对应的$E’值#及模型的 â,BB值)"!#每次
删除那些$E’值小于某一个特定数值: 的变量
"基于实际问题的需要!为同时保证模型的稳定
性和处理速度!:值的设定为$当变量数%大于

’""时!:值为所有变量的$E’ 值中第&"个最
小值)变量数%大于!""时!:值为所有变量的

$E’值中第%"个最小值)当变量数%大于%""
时!:值为第+个最小值)当变量数%大于+"
时!:值为第&个最小值)当变量数%小于+"
时!:值为所有$E’值中的最小值!即每次删除

影响最小的变量#&)’)"&#用偏最小二乘法 ‘̂B
建立剩下变量的数据回归模型!即求得剩下每个
变量的回归系数和$E’值及模型的 â,BB值!
返回"!#)"’#从随着变量数%减少的模型?a值
的变化数据中!选出?a值较高而%又较小的那
些变量建立或确定最终预报模型%

C!!7=变量筛选法在肝癌分类中的应用
CBA!实验数据预处理及数据样本
提取的%""例肝癌病人和健康人血清蛋白

样本全部来自复旦大学附属中山医院肝癌研究

所!其中++例来自肝癌患者!’+例来自正常人%
样本经弱阳离子表面交换芯片分离!由 >̂=D:/8$
?2/CR/=0=;4B4@D:- "̂ RBGG$1#质谱仪分析得
到谱图%谱图中每个峰值代表一个蛋白的峰强
度!可通过?/C2:>;:8 >̂=D:/8?2/CB=6DW.>:将
质谱峰强的数据输出为?BE格式文件!用,U1:0
软件可直接打开%由于不同批次的样品*不同实
验人员的操作!造成每张质谱图都不完全相同%
各张质谱图间主要存在的差异为每个峰的质荷

比";(A#不能完全对齐!并且峰个数不尽相同!
所以!本实验通过对数据的处理将其对齐%
具体做法是$首先将;(A"%"""!&"’&"#

分成每&"单位%个区间!这样就有)#%个区间
"例$%"""!%"&"!%"&"!%"*"++#)将图谱
划分为&"个质荷比区间!主要设想参照了高效
液相色谱检测中!每间隔一个固定时间扫描一个
峰强值!故通过人为划分质荷比区间将图谱对
齐!从而获得一一对应的质谱峰强%而选择&"
个单位%个区间!是为了在处理实际问题时!同
时保证模型的稳定性*模型的运算速度和适当数
目的变量可以参加建模%然后!将各个峰强按质
荷比填入相应的分段!如果一个区段中存在不止
一个峰!那就将它们的强度值加和成一个值"一
个变量就是一个区间内所有蛋白的峰强累积值#
用来计算%这样就可以得到由%""个样本!)#%
个变量构成的F矩阵%而目标变量*对于两类
样本的分类问题为一个矢量!其中对应肝癌血清
样本*值取%!正常人的血清样本*值取"%

CBC!结果和讨论
用 ‘̂B变量筛选法对矩阵F和对应矢量*

的数据进行处理!建立分类模型%其中在 ‘̂B
方法中!根据变量*的信息!将矩阵F 作 ‘̂B
正交分解!并采用使 â,BB值最低或接近最低
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的隐变量个数建立回归模型!而 ‘̂B变量筛选
法则根据上述$E’ 为删除影响不大变量的判
据"对矩阵F中的变量进行筛选"选出最佳变量
子集"并使模型的 â,BB值为最低!
变量筛选的目的主要是通过某判据删除冗

余变量或影响不显著的变量"使模型得到简化"

并在该过程中不损失模型的预报稳定性!本研
究中的变量筛选方法"以式##$$E’值作为删除
变量的判据!经过变量筛选后"模型中的变量数
仅为&"个"模型的交叉检验相关系数?a值达

"9)*%%"其肝癌病分类模型参数列于表%!

表A!肝癌病分类模型参数

5,$-)A!!,",4)*)"6#3*+)1-,66%3%1,*%#&4#/)-#3E22

?a值 判别准确率 变量数 隐变量数 常数项

"9)*%% ))J &" # "9%#))

!!本研究用模型的拟合值和与之正交的第一
主成分/% 做分类图%)$%%&"分类结果示于图%!该
图说明"得到的分类模型有较好的分类结果!

图A!两类血清样本的模式识别图

%9肝癌患者样本’!9健康人样本

G%’BA!2-,66%3%1,*%#&1+,"*#3*@#P%&/6#36)"04;"#*%&
%9B.-C0:@6>=-I??C.D/:8D@’

!9B.-C0:@6>=--=>-.0C:=C0:

表!中列出了建立模型的&"个变量"它们
按对模型贡献#按照$E’$由大到小列出!对表

!加以分析(
#%$经过模型筛选出&"个变量参与模型的

建立"即&"个质荷比区间内峰强度的累积值!
#!$&"个变量虽然都参加建模"但对于模型

的贡献大小不同"这可以从$E’ 值的大小看出!
表明"这&"个不同质荷比区间内的蛋白对 I??
的定性判别起着不同的作用!排在前列区间内
的蛋白相对于后面区间作用相对较大"并且这些
蛋白很可能与 I??的形成原理或治疗有密不
可分的联系!这些蛋白在蛋白质组学上称为差
异蛋白"可能是重要的生物标志物!

#&$对于被选出的差异蛋白"根据模型系数
的正负又可以分为两类(%+个变量的系数为正"
这些区间内的蛋白量如果增加"表明病人患肝癌
的几率增大’另外%+个系数为负的变量"相反这
些区间内的蛋白量如果下降"则表明患有肝癌的
几率增大!
图!中随机抽取了一个肝癌病人和一个健

康人的血清样本质谱指纹图谱作为对照#;)A
&+""!*"""$!可以看出"肝癌病人在 ;)A
+*+"!+*#"范围内的蛋白量明显要比健康人
高’相反"在;)A’"*"!’")"范围内"蛋白量
较健康人则明显下降!这两个区间对应的变量"

$E’值均排在前列!
#’$虽然&"个变量可以分为正影响和负影

响两类"但因为生物样本的复杂性"还是应该考
虑所有差异蛋白的共同影响!

CBD!与先有方法的比较
到目前为止"对于 I??的早期诊断能力相

对较低!相比较而言"使用 Q\?!与B,‘HG$
TMb$AB结合的实验技术"并建立血清决策树
分类模型"可达到较高的临床敏感性#)"9’#J$
和临床特异性##)9&*J$!但是"其阳性预测率
只有##9&(J"而且仅选出了+个蛋白作为结
点%%!&!本研究使用 ‘̂B变量筛选法分析B,‘$
HG数据"得到的分类模型能够进一步提高预测
能力!对于%""个样本的预测完全正确"模型预
报准确率?a值达到"9)*%%!同时"模型筛选
出与肝癌的形成有密切关系的&"个质荷比区
间"可以作为潜在的生物标志物"以供 I??早
期临床诊断和治疗的研究!
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表C!入选变量!即质荷比区间"和其对应模型系数及!1%
5,$-)C!=)-)1*)/H,"%,$-)6!2#+6)1*%#&6"$*+)%"4#/)-1#)33%1%)&*6,&/!1%

入选变量 模型系数 #E’ 入选变量 模型系数 #E’

+*+"!+*#" "9"!’!& !(9(( %++!"!%+++" c"9!"*) #9+&+
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D!结!论
本研究获取肝癌病人和健康人的血清蛋白

质指纹图谱数据!经过数据预处理和 ‘̂B变量
筛选法建立分类模型!得到理想的分类结果"模
型?a值达到"9)*%%!%""个样本完全判断正
确"采用模型的拟合值和与之正交的第一主成
分/% 等做分类图的方法!能较好的表达分类模
型的分类效果"
本研究建立的肝癌分类模型!选取的&"个

变量可作为判别肝癌的可靠基础"按它们拟合
系数的正负可以分为正影响和负影响"这&"个

质荷比区间内的蛋白量的增加或减少!与肝癌的
形成有密切的关系"对这些蛋白进一步分析与
研究!找出最重要的生物标志物!有助于找到早
期预防和临床治疗肝癌更有效地方法"
本研究所采用的 ‘̂B变量筛选分类建模方

法!适合处理变量数很大的建模问题!能适用于
从B,‘HG获取的变量数多#峰强个数不统一的
质谱数据!可以得到很好的分析效果"因此!

B,‘HG$TMb$AB方法结合 ‘̂B变量筛选法!将
有可能在肝癌早期诊断和日常检测中得到应用"
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